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Przedstawiono wyniki badan polimorfizmu zmiennej ilosci tandemowych powtorzen
(VNTR) lokus D5S110 wykrywanego przez probe MS621 i enzym restrykcyjny Hinf |
wsrod 155 niespokrewnionych mieszkancéw centralnej Polski, a ponadto wyniki analizy
158 spraw dochodzenia spornego ojcostwa. Wyniki poddano ocenie statystycznej
stosujac metode grupowania alleli w state przedzialy wielkosci i poréwnano z wynikami
uzyskanymi dla Polski potudniowo-wschodniej. Rozklad czesto$ci genotypow i alleli
w lokus D5S110 wskazuje na zgodno$¢ badanej populacji z rownowagg Hardy’ego—
Weinberga (HWE), a obliczone parametry $wiadcza o jego wysokiej przydatnosci do
badan identyfikacyjnych i oceny spornego ojcostwa.

The polymorphism of a variable number of tandem repeat (VNTR) locus D5S110
detected by molecular probe MS621 and restriction enzyme Hinf | in 155 unrelated
inhabitants of Central Poland and the evaluation of 158 cases of disputed paternity were
presented. The data was analyzed statistically using the fixed bin method and compared
with data received for population of South—-Eastern Poland. The genotype and allele
frequency distribution for the D5S110 locus indicates that the investigated population is
in agreement with the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). The calculated parameters
are evidence of high utility of the locus D5S110 for human identification and paternity
determination.

Stowa kluczowe: RFLP, VNTR, D5S110, Hinf |, badanie ojcostwa,
centralna Polska, HWE
Key words: RFLP, VNTR, D5S110, Hinf |, paternity testing,
Central Poland, HWE
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WSTEP

Minisatelitarny region ludzkiego DNA-D5S110 zostal wykryty przez Armoura
i wsp. | ziokalizowany w czesci dystalnej chromosomu 5 p (2).

Dwie giéwne klasy jednostki powtarzalnej lokus D5S110 roznig sie miedzy
sobg iloscig powtérzen wewnetrznego 11 pz motywu NNCTGGGGGCT tworzac
wariant jednostki powtarzalnej typu T (trimer ~ 53 pz) oraz wariant jednostki
powtarzainej typu D (dimer — 41/42 pz) (1).

Dotychczas przeprowadzone badania populacyjne wskazujg na wysoki
stopien zmiennosci lokus D55110, a wiec szczegdlng jego przydatnosc do badan
identyfikacyjnych i badan pokrewiefstwa (2, 5, 7, 8, 9, 14),

CEL PRACY

Celem tego opracowania jest:

1. Zaprezentowanie rozktadu ,alleli’ VNTR - D5S110/Hinf | w populacji
Polski centralnej.

2. Poréwnanie z analogicznym rozktadem uzyskanym dla populacji Polski
potudniowo-wschodniej.

3. Ocena zgodnosci wynikow z regulg Hardy' ego—-Weinberga.

4. Zebranie danych wynikajacych z zastosowania ukfadu D5S110/Hinf §
w dochodzeniu spornego ojcostwa.

5. Obliczenie parametréw oceniajacych przydatnosé ukiadu D5S110/Hinf |
do badan sadowych w Polsce.

MATERAL | METODY

Do badan uzyto krwi pochodzacej od 155 niespokrewnionych mieszkancow

Polski centralnej, uczestniczacych w dochodzeniu spornego ojcostwa.

Metodyka badan obejmowala:

~ izolacje DNA metoda soing wg. Lahiri i wsp. (15)

— spektrofotometrycznag ocene uzyskanego DNA

~ trawienie restryktaza Hinf | (30 U/5 ug DNA)

— rozdziat elektroforetyczny (0,7% agaroza, bufor TBE).

— prézniowy transfer DNA

- hybrydyzacje z probami MS621, MW100 (Cellmark Diagnostics).

— chemiluminescencyjng detekcje przy uzyciu substratu Lumi Phos 530 (19)

— obliczenie wielkosci fragmentéw DNA_ metodg lokainej korelacji
w odniesieniu do markera wielkosci Nice™ / DNA (Life Technologies)
wykrywanego przez probe MW100.

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej stosujac metode grupowania
alleli w state przedzialy wielkosci (ang. fixed bins) (6). Utworzono:
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—~ przedzialy co 100 pz (utworzenie histogramu, obliczenia parametrow
charakteryzujacych lokus)
— przedzialy oparte na 30-fragmentowym wzorcu wielkosci Nice™/DNA

(testowanie réwnowagi Hardy’ego—Weinberga, poroéwnanie rozkiadow ,alleli”
miedzy populacjami).
Przy obliczaniu czestosci alleli podano 95% przedziat ufnosci (CL) (13).
Sprawdzanie zgodnosci uzyskanych wynikéw z hipotezg Hardy’ego—
Weinberga przeprowadzono w oparciu o:
— test homozygotyczny (16)
- test ,exact” (11)
- test ilorazu najwigkszej wiarygodnosci — LR (21)
Aby unikna¢ biednej interpretacji wynikéw testdw na skutek niskich czestosci
niektérych genotypdw potgczono zestawy alleli tak, aby ich liczba w klasie nie
byta mniejsza od 5 (6, 20).
Obliczono nastepujgce parametry oceniajgce przydatno$é badanego ukiadu do
badan sadowych:
Hoczek — heterozygotycznosé oczekiwang (17)

*H,czex — biad standardowy dla Hoczex (12)

PIC - wskaznik informacji o polimorfizmie (pelymorphism information content)
(18)

PD — site dyskryminacji (power of discrimination) (10)

Di — wspoiczynnik dyskryminacji ( discrimination index }(22)

EP — teoretyczng szanse wykluczenia ojcostwa (exclusion probability) (4)

PI — wspdiczynnik ojcostwa (paternity index) (4).

WYNIKI | OMOWIENIE

1. Rozkiad fragmentow restrykcyjnych D5S110/Hinf |

Wielkosci fragmentdw restrykcyjnych uzyskanych po trawieniu restryktazg
Hinf I w lokus D5S110 u 155 niespokrewnionych mieszkancéw centralnej Polski
w przedziatach 0,1 kpz przedstawiono na rycinie 1.

Obserwowany przedziat alleli D5S110/Hinf | w populacji Polski centrainej
wynosi: 1,7 — 9,7 kpz. Z czestoscig powyzej 2% wystepujg allele w przedziale:
2,6 — 5,0 kpz. Najpowszechniej wystepujacy przedziat wielkosci (6,13%) to
przedziat: 3,6 — 3,7 kpz.

W oparciu o czestosci alleli i fenotypéw lokus D5S110 pogrupowanych
w przedzialy 100 pz obliczono parametry oceniajgce przydatnos¢ badanego
ukiadu do badan sgdowych (tabela ).
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Ryc. 1. Rozktad wielkosci i czestosci alleli VNTR w locus D5S110 (préba MS621)
w populacji centralnej Polski (N=155)

Fig. 1. Size and frequency distribution of VNTR alleles at locus D5S5110 (probe
MS621) in Central Poland population (N=155)

Tabela [. Warto$ci wskaznikdéw stopnia polimorfizmu ukfadu D5S110/Hinf |
w populacji Poliski centralnej

Table [. The values of polymorphism indices for the D5S110/Hinf | system in
Central Poland population

D5S110/Hinf |
Huzysk. Hoczek PIC PD D!
Hobs. exp. 3
0,974 0,984+0,01 0,967 0,992 1,3x10”

Odzwierciedlajgca stopien polimorfizmu w populacji heterozygotycznosc¢ lokus
D55110 wynosi — 0,974. Wartos¢ ta miesci sie w granicach heterozygo—
tycznosci oczekiwanej — 0,984+0,010. Uzyskana warto$¢ wskaznika informaciji
o polimorfizmie — 0,967 wskazuje na bardzo wysoka informatywnos¢ badanego
lokus (3). Sita dyskryminacji uktadu D5S110/Hinf | wynosi — 0,992, a prawdo-
podobienstwo powtérzenia sig identycznego fenotypu u dwéch niespokrewnio-

nych oséb — 1,3x1073,
Do oceny rownowagi Hardy’ego—Weinberga w populaciji pogrLT:ﬂowano allele

D5S110/Hinf | w przedzialy oparte na markerze wietkosci Nice "/DNA {aczac
przedziaty alleli z iloscig mniejszg od 5 (tabela Il).
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Tabela 1l. Ocena réwnowagi Hardy’ego—~Weinberga przy uzyciu grupowania
fenotypdw i alleli D5S110/Hinf | wystepujacych w populacji Polski
centralnej w state przedziaty wielkosci

Table I1l. The evaluation of Hardy-Weinberg equilibrium of binned genotype and
allele frequencies at locus D5S110/(Hinf I) in Centrai Poland

szfkdz,‘a.* Allele

WIEIKOSCI

,'\\l“ Size range Alleles +95% CL

° (kp2) llosc Czestosé
(kbp) Number Frequency

1-9 0.000-1.568 Q' 0,000 0,000
10 1.569-1.672 1 0,003 0,007
11 1.673-1.861 4' 0,013 0,015
12 1.862-2.015 0' 0,000 0,000
13 2.016-2.213 0' 0,000 0,000
14 2.214-2.433 3' 0,010 0,013
15 2.434-2.650 12 0,039 0,025
16 2.651-2.876 12 0,039 0,025
17 2.877-3.101 12 0,039 0,025
18 3.102-3.397 28 0,090 0,038
19 3.398-3.812 53 0,171 0,050
20 3.813-4.333 55 0,177 0,050
21 4.334-4.716 59 0,190 0,052
22 4.717-5.415 30 0,097 0,039
23 5.416-5.861 11 0,035 0,024
24 5.862-6.442 12 0,039 0,025
25 6.443-7.421 9 0,029 0,022
26 7.422-8.271 6 0,019 0,018
27 8.272-9.416 oF 0,006 0,011
28 9.417-11.919 1° 0,003 0,007

29-31 [ 11.920->22.621 0° 0,000 0,000

Ve klasy potaczonych zestawow alleli do oceny HWE w populaciji
12 _ the classes of rebinned alleles for the HWE evaluation

test homozygotyczny/homozygosity test P=0,190 (x2=1 ,68 df=1)
exact test P=0,736 (x°=68,88 df=77)

likelihood ratio test P=0,367 (—-2In(L)=80,84 df=77)

Zebrano wielkosci alleli w multinominalny rozdziat analogiczny do rozdziatu
fenotypow ztozony z 13 mozliwych homozygot (fragmentéw lezacych wewnatrz
tego samego przedzialu) oraz 78 mozliwych heterozygot (fragmentow
nalezgcych do dwoch réznych przedziatdow).

Uzyskane wartosci prawdopodobienstwa w oparciu o: test homozygotyczny —
P=0,19, test ,exact’ — P=0,736 i test LR — P=0,367 wskazujg na istnienie
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réwnowagi Hardy ego-Weinberga w populacji Polski centralnej w lokus D5S110.

Dane oceniajgce rozkiad wielkosci fragmentow restrykcyjnych D5S110/Hinf |
w populacji Polski centralnej porownano z analogicznymi danymi uzyskanymi dla
Polski potudniowo-wschodniej (osobista komunikacja) (rycina 2).

25%
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Ryc. 2. Poréwnanie rozktadu wielkosci i czgstosci alleli w locus D5S110 (proba
MS621) miedzy populacjami: Polski centrainej (N=155) i Polski
potudniowo-wschodniej (N=102)

Fig. 2. Comparison of allele size and frequencies for locus D5S110 (probe
MS621) between Central Poland (N=155) and South-Eastern Poland
(N=102) populations

Rozktad czestosci i wielkosci alleli VNTR — D5S110/Hinf | wskazuje na
istnienie duzego podobienstwa miedzy poréwnywanymi populacjami. Zblizone
czestosci obserwujemy w zakresie wielkosci miedzy przedziatem 18 a 24,
a najczesciej wystepujacy przedziat wielkosci w obydwu populacjach to przedziai
21. Stosunkowo najwieksze roznice dotyczg przedziatdw skrajnych, grupujgcych
najrzadziej wystepujace allele. :

Zestawienie parametrow statystycznych opisujacych rozdziat fragmentow
restrykcyjnych D5S110/Hinf 1 w Polsce centrainej i poludniowo-wschodniej
potwierdza uprzednio poczynione spostrzezenia (tabela lil).

Do oceny statystycznej znamiennoéci roéznic miedzy badanymi populacjami
polgczono zestawy alleli w 11 klas, tak aby unikngé porownywania wartosci
mniejszych od 5 (tabela IV).

Statystyczng istotno$¢ réznic odnotowano jedynie dla przedziatu pierwszego
grupujacego allele o niskich czestosciach, co moze byé rezultatem badania stosunkowo
matych préb populacyjnych (155 i 102 osob). Jednak globalne poréwnanie 11
przedzialow wielkosci alleli wskazuje na to, ze w zakresie uktadu D5S110/Hinf | obie
polskie populacje nie roznig sie od siebie w sposoéb statystycznie znamienny.
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Tabela lli. Parametry statystyczne opisujace rozkiad fragmentdw restrykcyjnych
D5S110/Hinf | w populacji Polski: centralnej i poludniowo-wschodniej
(wielkosci fragmentow w kpz)

Table Il The statistical parameters describing the distribution of restriction
fragments D5S110/Hinf | in Central and South—Eastern Poland (the
fragment size in kpb)

. Polska/Poland
DSS110/Hinf | centralna/Central pd-wsch./South—Eastern
lioé¢ badanych fragmentow

Totai number of fragments 310 204

Min. wielkoé¢ fragmentu

Min. fragment size 1,66 2,28

Max. wielko$¢ fragmentu

Max. fragment size 9,65 10,77

Srednia wielko$¢ fragmentu

Mean fragment size 424 4,26

Mediana/Median 4,11 4,18

Odchyienie standardowe

Standard deviation 1,23 1,19

Wariancja/Variance 1,50 1,42

Tabela V. Poroéwnanie rozktadu 11 przedziatow wielkosci alleli VNTR —
D5S110/Hinf | w populacji Polski centralnej i potudniowo-wschodniej

Table V. The comparison of 11 bin dimension of alleles VNTR — D5S110/Hinf

lin Central and South—Eastern Poland popuiations
Przedziat llos¢ (czestose) alleli
wielkosci w populacji Poiski 2 p
Nr Size range Allele number (frequencies) in x
No Poland
(kpz) centralnej pd—-wsch.
(kpb) Central South—-Eastern df = 1
1 0.000-0.2650 20 {0,064) 5 (0,024) 4,26* 0,05>p>0,02
2 2.651-2.876 12 (0,039) 15 (0,073) 3,00 0,1>p>0,05
3 2.877-3.101 12 (0,039) 5 (0,024) 0,78 0,5>p>0,3
4 3.102-3.397 28 (0,090) 20 (0,098) 0,09 0,8>p>0,7
5 3.398-3.812 53 (0,171) 32(0,157) 0,18 0,7>p>0,5
6 3.813—4.333 55 (0,177) 39 (0,191) 0,16 0,7>p>0,5
7 4.334-4.716 59 (0,190) 41 (0,201) 0,09 0,8>p>0,7
8 4.717-5.415 30 (0,097) 24 (0,118) 0,57 0,5>p>0,3
9 5.416-5.861 11 (0,035) 9 (0,044) 0,24 0,7>p>0,5
10 5.862—6.442 12 (0,039) 7 (0,034) 0,07 0,8>p>0,7
11 6.443-11.919 [ 18 (0,058) 7 (0,034) 1,50 0,3>p>0,2
Ogotem 10,94
Total 0.000-11.919 310 (0,999) 204 (0,998) df=10 0,5>p>0,3

* — statystycznie znamienne réznice
* — statistically significant differences
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2. Analiza ukiadu D5S110/Hinf | w oparciu o badania spornego ojcostwa (tabela V).

Tabela V. Dochodzenie spornego ojcostwa w oparciu o uktad D5S110/Hinf |
w populacji Polski centralnej
Table V. Paternity testing with D5S110/Hinf | system in the population of Central

Poland
Szansa wytaczenia ... uzyskana/observed | % | .. 9687 .
Exclusion probability oczekiwana/expected %o 94,78
. . matczyne/maternal 158
Liczbamejoz =~ [ oicowskielpaternal | 126
Number of meioses R ogoiem/total """""""""""" 2‘ 8-4 """"
matczyne/maternal  |---- e Lo
y % 06
Allele zmutowane . NTUNSRUTEE B n | |
Mutated alleles ojcowskie/paternal % 08
gemitotal |- Nl 2 .
ogotem/total % 07
Indeks ojcostwa Sredni
Paternity index mean 155 8,16-155,00

Ocene przydatnosci lokus D5S110 do badan spornego ojcostwa w Polsce
przeprowadzono w oparciu o analize 158 ,tréjek” matka—dziecko—pozwany.
Poddano je réwniez badaniu w zakresie co najmniej trzech innych ukfadéw
jednolokusowych oraz analizie multilokusowe;j.

Sposrod 32 spraw wylaczajacych ojcostwo (20,25%) w oparciu o analize
polimorfizmu DNA w 31 z nich badanie lokus D55110 dalo podstawe do
wykluczenia ojcostwa. Uzyskana wartosc¢ sily wykluczeniowej uktadu nie rézni sie
w spos6b statystycznie znamienny od wartosci teoretycznej szansy wykluczenia
- 94,78% (x°=0,55, 0,3>P>0,5).

Czestos¢ mutacji w lokus oceniano analizujgc 158 par matka/dziecko oraz
126 spraw z ojcostwem potwierdzonym na podstawie wynikéw badania ukiadu
multilokusowego: D7S437 Ilub D1S111 oraz co najmnej trzech ukadéw
jednolokusowych z zakresu: D1S7, D7S21, D12S11, D7822, D5S110, D2544,
D1S80. W dwoch sprawach nie wykazano segregacji fragmentu restrykcyjnego
miedzy rodzicem a dzieckiem tylko w lokus D5S110. Uzyskana wartos¢
wspdiczynnika mutacji (1) dla populacji Polski centralnej — 0,007 jest zblizona do
wspolczynnikbw  mutacji obserwowanych dla ukiadu D5S110 w innych
populacjach (8,9). Srednia warto$é wspéiczynnika ojcostwa dla badanych ,tréjek”
— 15,5 zblizona do wartosci Pl — 14,9 uzyskanej dla innej polskiej populacji (14),
wskazuje na duzg przydatno$¢ ukiadu D5S110/Hinf | w testowaniu spornego
ojcostwa.
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WNIOSKI

1. Populacja Polski centralnej nie wykazuje odchylen od réwnowagi Hardy’ego—
Weinberga w zakresie systemu VNTR — D55110/Hinf 1.

2. Brak statystycznej znamiennosci réznic przy globalnym poréwnaniu réznych
populacji moze $wiadczyé o homogennosci populacji Polski w zakresie
badanego ukiadu.

3. Wskazniki stopnia polimorfizmu (H, PIC, DP, DI, EP, PI, u) potwierdzajg
wysokg zmiennos¢ lokus i $wiadczg o jego duzej przydatnosci do analiz
sgdowych w Poisce.

4. Uzyskany rozktad czestosci alleli moze stanowi¢ wstepng baze danych do
ustalenia czestosci wystgpienia okresionego genotypu D5S110 w populacji
i obliczen prawdopodobienstwa ojcostwa.
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Jarostaw A. Berent, Danuta Miscicka-Sliwka, Jakub Czarny

Srednie warto$ci szansy ojcostwa — obliczenia dla
populacji polskiej*

Mean values of paternity indices — calculations for Polish
population

Z Katedry i Zakladu Medycyny Sgdowej AM w Bydgoszczy
Kierownik: prof. dr hab. med. K. Sliwka

W pracy przedstawiono wyniki obliczert $rednich, maksymalnych oraz minimalnych
szans ojcostwa dla 52 ukifaddéw grupowych stosowanych w dochodzeniu spornego
ojcostwa. Wyniki uzyskano drogg numeryczng przez obliczenie szans ojcostwa dla
wszystkich teoretycznie mozliwych kombinacji trojek matka — dziecko — pozwany
mezczyzna oraz przez obliczenie odpowiednich $rednich zwazonych faktyczng
czestoscig populacyjng danej trojki. Wartosci srednie wahaty sie w granicach od 1.0886
(Sese) do 12.2943 (D1S80), wartosci minimalne od 0.0004 (Rh) do 2.5435 (D1S7,
MS1/Hae lll), a maksymalne od 2.0408 (PM HBGG) do 1210.0000 (D1S80).
Przeprowadzona analiza pozwala na inne niz analiza przydatnosci (obliczenia
teoretycznej szansy wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny) podejscie do oceny
wartosci dowodowej poszczegoinych ukiadéw w dochodzeniu ojcostwa.

Minimal, maximal and mean values of paternity indices for 52 blood group systems have
been presented in this paper. Pl values for all theoretically possible combinations of trios
mother — child — putative fathers have been calculated using the computing module from
Serolog 3.0 computer program. Mean Pl ranged from 1.0886 (Sese) to 12.2943 (D1S80),
minimum Pl ranged from 0.0004 (Rh) to 2.5435 (D1S7, MS1/Hae li), and maximal P)
ranged from 2.0408 (PM HBGG) to 1210.0000 (D1S80). This analysis allows for different
evaluation of evidential value of particular systems in paternity surveys than mean
exclusion chance studies.

Stowa kluczowe: szansa ojcostwa, populacja polska, badania
ojcostwa
Key words: paternity index, polish population, paternity
expertise

* Praca byta zaprezentowana podczas Xl Krajowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Medycyny
Sadowej i Kryminologii, £6dz 2—-5 wrzesien 1998 r.
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Szansa ojcostwa Pl jest parametrem pozwalajgcym oceni¢ warto$é
dowodowa badania w danym ukiadzie podczas badania w sprawach
dochodzenia spornego ojcostwa. Jest to parametr obliczany a posteriori, tzn. po
oznaczeniu alleli dla catej tréjki matka — dziecko — pozwany mezczyzna. Istnieje
tez mozliwos¢ obliczenia sredniej wartosci Pl dla wszystkich teoretycznie
mozliwych tréjek, przy czym obliczona $rednia musi by¢ $rednig wazong
w stosunku do faktycznej czestosci populacyjnej poszczegdinych trojek. Taki
parametr jest okreslony a priori, tzn. abstrahujac od znajomosci alleli w danej
trojce. Juz z powyzszej definicji wynika, ze $rednia szansa ojcostwa okresla
faktyczng warto$¢ danego ukiadu w dochodzeniu ojcostwa. Jest wigc pewnym
analogiem przydatnosci ukiadu (teoretycznej szansy wykluczenia niestusznie
pozwanego mezczyzny).

Srednia szanse ojcostwa mozna oblicza¢ w sposob przyblizony na podstawie
wzoréw bazujgcych na heterozygotycznosci, ale dokfadng wartos¢ mozna
uzyska¢ dopiero po obliczeniu szans ojcostwa dla wszystkich teoretycznie
mozliwych tréjek w populacii (2).

Celem pracy byto poréwnanie $rednich, minimalnych i maksymalnych szans
ojcostwa dla uktadéw grupowych stosowanych w badania spornego ojcostwa.

MATERIAL | METODY

Badaniom poddano 52 uktady analizowane przez program do obliczen szansy
ojcostwa i prawdopodobienstwa ojcostwa Serolog 3.0 (1). Sg to: ABO, Rh, MN,
Gm(1), Gm(1,2), Kell, Sese, Km, Hp, C3, ACP, PGM1, PGM1-podtypy, GC,
GC-podtypy, GPT, AK, ADA, ESD, GLO |, PGP, vWA, THO1, TPOX, CSF1PO,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, LPL, F13B, FESFPS, F13A01,
D3S13568, FGA, D1S80, YNZ22, Apo B, Col 2A1, DQA1, PM LDLR, PM GYPA,
PM HBGG, PM D7S8, PM GC, D1S7 (MS1) dia restrykcji enzymami Hinf | i Hae
i, D7S821 (MS31) dla Hinf [, D12811 (MS43A) dia Hinf {, D5843 (MS8) dia Hinf |
i Hae Ili i D16S309 (MS205) dla Hinf I.

Obliczenia prowadzono dla danych populacyjnych bez odnoszenia sig do
konkretnych trojek matka — dziecko — pozwany mezczyzna. Dla kazdego uktadu
numerycznie symulowano wszystkie mozliwe uktady tréjek. Dla kazdej tak
uzyskanej hipotetycznej trojki obliczano warto$¢ szansy ojcostwa Pl. Po
obliczeniu wartosci czgstkowych wyznaczono wartosci skrajne (minimalng
i maksymalng) oraz warto$¢ $rednig (jako $rednig wazong wzgledem faktycznej
czestosci danej trojki w populacii).

Obliczenia przeprowadzono przy pomocy programu statystycznego
napisanego samodzielnie w jezyku Turbo Pascal 7.0 firmy Borland, bazujgcego
na module obliczeniowym wchodzgcym w skiad programu Serolog 3.0.
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WYNIKI

Wyniki obliczen przedstawiono w tabeli |. W kolejnych kolumnach zawiera
ona nazwe danego ukfadu, minimalng warto$¢ Pl spotykang w obliczeniach,
maksymalng wartos¢ i Srednig szanse ojcostwa dla tego uktadu.

Tabela |. Zestawienie srednich szans ojcostwa oraz minimainych
i maksymalnych dla 52 ukladéw grupowych.

Table I. Mean paternity indices and appropriate minimal and maximal values for
52 blood group systems.

Nazwa ukladu Minimalne Pl | Maksymaine Pl | Srednie PI
ABO 0.1817 9.3486 1.9910
Rh 0.0004 588.2400 2.6657
MN 0.8399 2.4710 1.3795
Gm(1) 0.5556 2.7778 1.3065
Gm(1,2) 0.5146 9.0447 1.7344
Kell 0.5108 12.1319 1.4505
Sese 0.7192 2.5608 1.0886
Km 0.5188 7.4019 1.4207
Hp 0.7983 2.6759 1.3830
C3 0.6060 5.7176 1.4278
ACP 0.5421 12.8866 1.8625
PGM1 0.6741 3.8715 1.4042
PGM1—podtypy 0.6026 18.3150 2.3624
GC 0.7229 3.2436 1.3934
GC-podtypy 0.5724 7.9051 1.8576
GPT 0.5005 1111.1111 1.8748
AK 0.5145 33.4610 1.4863
ADA 0.5387 13.9276 1.4667
ESP 0.5476 11.5075 1.4603
GLO | 0.8563 2.4033 1.3785
PGP 0.5128 40.1606 1.9400
VWA 1.0511 163.9344 4.2969
THO1 0.9112 136.9863 3.3062
TPOX 0.6508 29.3255 2.8375
CSF1PO 0.8578 416.6667 4.3131
D5S818 0.7218 416.6667 3.8192
D138317 0.8914 400.0000 4.3035
D75820 1.0200 102.0408 3.7986
D16S539 0.8651 204.0816 4.3068
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Ciag daiszy tabeii |.

LPL 0.7000 38.1679 2.8296
F13B8 0.7421 434.7826 3.8662
FESFPS 0.6604 208.3333 4.3306
F13A01 0.7553 140.8451 5.3140
D351358 0.9766 416.6667 3.8021
FGA 1.5743 416.6667 7.7815
D1S80 0.9139 1210.0000 12.2943
YNZ22 1.1234 277.8611 6.2883
Apo B 0.8099 370.4074 7.3050
Col 2A1 0.6259 109.8901 3.3471
DQA1 0.9183 28.9855 3.3062
PM LDLR 0.8065 2.6316 1.3822
PM GYPA 0.9259 2.1739 1.3758
PM HBGG 0.9804 2.0408 1.3751
PM D758 0.8475 2.4390 1.3791
PMGC 0.5376 14.2857 1.8595
D7S21 (MS31)/ Hinf | 1.2105 27.6004 4.3201
D12811 (MS43A)/ Hinf | 1.1064 20.8000 4.2897
D187 (MS1)/ Hinf | 2.3889 34.4000 10.2649
D187 (MS1)/ Hae lli 2.5435 46.8000 11.7641
D5543 (MS8)/ Hinf | 1.4167 40.8000 8.7748
D5543 (MS8)/ Hae llI 1.6279 23.3333 6.2749
D16S309 (MS205)/ Hinf | 0.8197 20.0000 2.8150
DYSKUSJA

Obliczone wartosci szans ojcostwa zmieniajg sie w poszczegdlinych ukiadach
w szerokich granicach. Dla wiekszosci ukfadéw (42/62) spotykane wartosci
minimalne szans ojcostwa sg mniejsze od 1. Oznacza to, ze w niektérych
przypadkach wykonanie badania w tym ukfadzie zmniejszy catkowitg szanse
ojcostwa, a wiec obnizy wartos¢ dowodowg badan. Stanie sie tak wéwczas,
kiedy prawdopodobienstwo spotkania danego zestawu alleli w tréjce z dowolnym
mezczyzng z populacji bedzie wyzsze niz w tréjce z ojcem biologicznym (4). Dla
pozostatych uktaddéw (10/52) wartosci minimalne sg wieksze od 1, a wiec
* przeprowadzenie badania w tych ukiadach zawsze zwigkszy warto$¢ dowodowa
ekspertyzy. Wartosci minimalne wahaty sie od 0.0004 (Rh) do 2.5435 (D157,
MS1/Hae 1l1).

Wartosci maksymalne wahaly sie od 2.0408 (PM HBGG) do 1210.0000
(D1880). Warto zauwazy¢, ze wartosé maksymalna zalezy nie tyle od
polimorficzno$ci danego ukiadu, co od czestosci najrzadszego allelu w populaciji.
Dlatego np. dla stosunkowo mato polimorficznego ukladu aminotransferazy
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alaninowej GPT uzyskano olbrzymig warto$¢ maksymaing. Podobna, jeszcze
wyzsza wartos¢ dla uktadu D1S80 nie wynika z mnogosci alleli w tym uktadzie,
lecz z faktu, ze pewne ailele sg w nim niezwykle rzadkie.

Wartosci skrajne dajg obraz zakresu zmiennosci szans ojcostwa, ale nie
oddajg faktycznej wartosci ukladu w badaniach ojcostwa. Takg warto$¢ mozna
oceni¢ dopiero po analizie wartosci $rednich. Wartoéci te wahaty sie w granicach
od 1.0886 (Sese) do 12.2943 (D1S80). Dopiero ten parametr jest rzeczywistym
odbiciem polimorficznosci uktadu, mato podatnym na ,zaburzenia” wnoszone
przez pojedyncze, rzadkie allele, spotykane w popuilacji. Z tabeli | wynika, ze
uktady klasyczne majq niskie $rednie szansy ojcostwa. Natomiast ukiady DNA,
zarowno oznaczane PCR jak i z sondg jednolocusowg SLP, na skutek wyzszej
polimorficznodci dajg znacznie wyzsze $rednie szansy ojcostwa. Sposrod
uktadéw DNA jedynie PolyMarker ma bardzo niskie wartosci, co znalazio odbicie
w praktyce —~ ukiad ten po przejsciowym zainteresowaniu hemogenetykéw nie
jest obecnie zupelnie wykorzystywany w badaniach ojcostwa, chociaz ma
zastosowanie w badaniach Kklinicznych (3).

WNIOSKI

1. Srednia szansa ojcostwa jest dobrym estymatorem wartosci dowodowej
uktadow polimorficznych.

2. Srednia szansa ojcostwa zalezy od polimorficznosci uktadu, natomiast jest
maio podatna na wplyw pojedynczych, rzadko spotykanych alieli.

3. Srednie szansy ojcostwa dla uktadoéw klasycznych sg znacznie nizsze niz
odpowiednie wartosci dla polimorficznych uktadéw DNA.
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Komunikat

Instytut Ekspertyz Sadowych im. Prof. Jana Sehna w Krakowie oraz Katedra
i Zaklad Medycyny Sadowej Akademii Medycznej w Lublinie zapraszajg do
udziatu w dorocznym spotkaniu toksykologéw sgdowych, ktére odbedzie sie
w dniach 6-7 maja 1999 roku w Kazimierzu Dolnym.

Program ramowy konferencii:

6 maja (czwartek)
Rozpoczecie XVI Konferencji Toksykologow Sgdowych.

Dowdd z opinii biegfego w postepowaniu sgdowyrm.
Prof. dr hab. Tadeusz Tomaszewski z Katedry Kryminalistyki Uniwersytetu
Warszawskiego.

Sesja I: ,Elektroforeza kapilarna"

Prof. dr hab. Bogustaw Buszewski z Zaktadu Chemii Srodowiska i Ekotoksyko-
logii Uniwersytetu im. Mikotfaja Kopernika w Toruniu.

Techniki elektromigracyjne jako nowy kierunek w analityce.

Dr hab. Pawel Koscielniak z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego
i Instytutu Ekspertyz Sadowych w Krakowie.

Wstrzykowa technika przeptywowa w elektroforezie kapilarney.

Mgr Tomasz Kupiec z Pracowni Hemogenetyki Sgdowej Instytutu Ekspertyz
Sadowych w Krakowie.

Wykorzystanie elektroforezy kapilarnej w badaniach hemogenetycznych.

Sesja [I: ,Doniesienia z biezacych prac badawczych oraz ekspertyz”

7 maja (piatek)
Sesja Il c.d.: ,Doniesienia z biezgcych prac badawczych oraz ekspertyz"

Adres organizatorow:

Zaklad Toksykologii Sadowej Instytutu Ekspertyz Sadowych
31-033 Krakéw, ul. Westerplatte 9

tel(012) 4228755
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Obserwacje analityczno-toksykologiczne réznych
postaci konopi Cannabis Sativa®

Analytico-toxicological observation of different types of cannabis

Z Katedry Medycyny Sadowej Slaskiej AM w Katowicach
Kierownik: prof. dr hab. H. Sybirska

Nowa ustawa o przeciwdziataniu narkomanii przyniosta praktyce toksykologicznej
problematyke badan identyfikacyjnych réznych srodkow roslinnych, bedacych w obrocie
w $rodowisku narkomanéw. Z obserwacji zebranych w Katedrze Medycyny Sadowej
w Katowicach wynika, ze najwiecej zakwestionowanych przez policje materiatow
roslinnych dotyczy réznych postaci konopi. Od grudnia 1997 r. do maja 1998 r. przepro-
wadzono badania 54 dowoddw rzeczowych. Byt to susz roslinny w postaci kwiatostanéw,
todyg, nasion, sprasowanej krajanki roslinnej, a takze pozostatosci niecatkowicie wgpalo-
nych substancji w faJkach. Oznaczona zawarto$¢ gtdwnego sktadnika konopi —Atetra-
hydrokannabinolu (A"THC), w suszu roélinnym (17 dowodéw rzeczowych) zawarta byta
w granicach < 0,1 — 2,8% >, w nasionach (9 dowodow rzeczowych) — < bardzo mate
ilosci — 0,63% >, a w sprasowanej krajance (13 dowodoéw rzeczowych) — < 2,5 — 37% >.

When a new law aimed at counteraction of drug abuse was put into force, it brought
medico — legal toxicology practice problems connected with the examination of different
kinds of the vegetal agents used by drug — addicts.

As it appears from observations made at the Forensic Medicine Department in Katowice,
during the last half year the greatest deal of the vegetal material collected by police was
cannabis of different kinds.

From December 1997 through May 1998 54 pieces of evidence was examined. This was
dried plants in the shape of inflorescences, stems, seeds, slices of dried plants and
debrie of powdered substances from pipes. After drying to its constant weight, the
material was extracted with methano! and then examined by thin — layer chromatography
in chosen optimal development systems with use of a Fast Blue reagent showing
cannabinoids. Extracts were examined simultaneously with standard solutions of
Atetrahydrocannabinol (AQTHC), Aatetrahydrocannabinol (ABTHC) and cannabidiol

* Doniesienie przedstawiono na X| Krajowym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Medycyny Sadowej
i Kryminologii, todz 2-5 wrzesieri 1998 r.
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(CBD). Further identification examination of cannabinoids and quantitative examinations
of A*THC were carried out by HPLC utilising a diode detector.

The content of the main component of cannabis was in the range of <0,1 ~ 2,8%> in
dried plants (17 pieces of evidence), < very small amount — 0,63% > in seeds ( 9 pieces
of evidence), < 2,5 — 37,0% > in slices of dried plants (13 pieces of evidence).

Stowa kluczowe: A’tetrahydrokannabinol (A°THC) w suszu konopi,
oznaczenie ilosciowe, HPLC

Key words: A’tetrahydrocannabinol (A’THC) in dried cannabis,
quantitative examination, HPLC

Ze wspoiczesnego stanu wiedzy na temat psychoaktywnych substancji
zawartych w zielu konopi wynika jasno, ze kannabinoidy nie sa, jak powszechnie
sie sadzi, miekkim narkotykiem o niewielkiej szkodliwosci.

ich oddzialywanie w tym gtéwnie A’tetrahydrokannabinolu (A°THC), na orga-
nizm polega na blokowaniu specyficznego receptora znajdujgcego sie na
powierzchni btony komoérkowej komorek nerwowych mozgu, a przede wszystkim
w mézdzku i podstawowych splotach nerwowych. Zablokowanie tych receptoréw
zaburza przeptyw informacji w centralnym systemie nerwowym ze wszystkimi
konsekwencjami zdrowotnymi w psychiczne;j i fizycznej naturze cziowieka.

Uposledzenie funkcji intelektualnych przy sporadycznym zazywaniu
kannabinoli jest przemijajace. Przy statej konsumpcji zaburzenia te mogg przejs¢
w stan chroniczny prowadzac do trwatych zmian w osobowosci az do wystgpienia
zaburzen typowych dla schizofrenii (4).

Upowszechniajaca sie wsrdod miodziezy moda na palenie marihuany musi
wiec budzi¢ uzasadnione obawy.

Przyjmowanie bowiem produktow konopi moze wytworzy¢ natég zazywania
srodkow odurzajacych i czesto stanowi wstep do przejscia na narkotyki twarde.

Woprowadzenie w zycie nowej ,Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii z dnia
24.04.1997 r.” (Dz.U. Nr 75), ktéra uwzglednia réwniez cannabis sativa,
przyniosto praktyce toksykologii sadowo-lekarskiej problematyke oceny zawar-
tosci czynnych substancji odurzajgcych w réznych postaciach konopi bedacych
w obrocie w $rodowisku narkomanéw. Oznaczenie bowiem poziomu A*THC zgo-
dnie z zapisem Ustawy stanowi podstawe do zaszeregowania zakwestiono-
wanego suszu roslinnego do srodkow odurzajacych.

MATERIAL | METODY

Dotychczasowa stosunkowo krétka praktyka Katedry Medycyny Sadowej
Slaskiej Akademii Medycznej ujawnita znaczng réznorodnosé rodzajow i postaci
konopi rozprowadzanych przez handlarzy narkotykow.

Od grudnia 1997 r. do obecnej chwili przeprowadzono badania 56
zakwestionowanych produktdw roslinnych u oséb podejrzanych o handel Srodka-
mi odurzajgcymi. Byly to préby rozdrobnionego suszu roslinnego, krajanki,
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nasion, fragmentow todyg i kwiatostanow.

Z materiatow tych do analizy pobrano prébki reprezentatywne, ktére rozdrob-
niono i suszono do statej wagi, po czym substancje czynne wyosobniono metodg
ekstrakcji za pomocg metanolu (1). Jednorazowa ekstrakcja, jak sprawdzono,
byta wystarczajaca do prawie catkowitego wymycia kannabinoidéw z materiatu
roslinnego. W przypadku dowoddw rzeczowych w postaci bardzo niewielkich
resztek roslinnych znajdujacych sie na $ciankach wewnetrznych woreczkéw
foliowych, materiat do badania metodg TLC stanowily podgeszczone poptuczyny
metanolowe uzyskane z przemycia tych woreczkéw. Ekstrakty metanolowe po
podgeszczeniu badano metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC).

Badania wykonano na plytkach firmy Merck z zelem krzemionkowym G
nrkat. 5553 w wybranym ukfadzie rozwijajacym ziozonym z eteru etylowego
i eteru naftowego o temp. wrzenia 35 — 55 °C w stosunku objetosciowym (9:1).
Proces chromatograficzny prowadzono dwukrotnie w tym samym ukiadzie
rozwijajacym. Rownolegle z ekstraktami badanymi chromatografowano roztwory
wzorcowe A*THC, APtetrahydrokannabinolu (A®THC) oraz kannabinoli. Do
ujawnienia na chromatogramach rozdzielonych substancji zastosowano
odczynnik Blekit Sol B (Fast Biue B) (1,5).

Dalsze badania identyfikacyjne wykrytych substancji przeprowadzono metodg
wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) przy uzyciu aparatu TSP
wyposazonego w detektor z szeregiem diod. Proces chromatograficzny bada-
nych ekstraktow prowadzono na kolumnie Spherisorb RP-C-18 5u o diugosci
15cm i Srednicy wewnetrznej 0,46 cm przy pomocy fazy ruchomej ziozonej
Zmieszaniny acetonitrylu i buforu fosforanowego o pH=3 w stosunku
objetosciowym (7:3) (1,5).

Do analizy ilosciowej A°THC zastosowano réwniez metode HPLC w oparciu
o krzywa wzorcowg sporzadzong ze wzorca A’THC o stezeniu 1mg/ml firmy
Promochem.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

W tabeli | przedstawiono rezultaty badahn metoda chromatografii cienkowarst-
wowej niektorych zakwestionowanych materiatdéw z roztworami wzorcowymi.

Z tabeli wynika, ze zawartosé gtéwnego sktadnika czynnego A’THC w posz-
czegoinych grupach materiatu badanego ksztattowalta sie w szerokich granicach.

Wskazywaé to moze na rézne pochodzenie narkotyku, w tym réwniez
zuprawy krajowej, jego znacznag niejednorodnosé¢ pod wzgledem doboru
fragmentow roslinnych w rozdrobnionym suszu roslinnym (przewaga todyg nad
lisémi i kwiatostanami). Réwniez czas | warunki przechowania gotowego suszu
mogg oddziatywaé w znaczacy sposdb na poziom gtdwnego skiadnika.
Z obserwacji wielu autoréw wiadomo, ze w czasie przechowywania gotowego
suszu w temperaturze pokojowej nastepuje zmiana poziomu substancji
psychoaktywnych w tym A*THC (2, 3).
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Tabela I. Wyniki badania metodg chromatografii cienkowarstwowej w ukiadzie
eter etylowy: eter naftowy (9:1)

Table |. Results of examination by TLC in the system of ethyl ether: paraffin oil

ether (9:1)

materiat badany
material examined

wspotczynnik rozdziatu Rf x 100
Rf x100 values

wzorzec standard

A°tetrahydrokannabinolu (A*THC) 48
wzorzec standard
A%tetrahydrokannabinolu (A*THC) 56
wzorzec standard
kannabinolu (CBN) 59
wzorzec standard
kannabidiolu (CBD) 44

susz roslinny
dried plants

0, 12, 44, 48, 56, 58

sprasowana krajanka

slices of dried plants

0, 12, 44, 48, 56, 59

Na rycinie 1
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Ryc. 1. Chromatogram (HPLC) czynnych skiadnikéw psychoaktywnych

wyosobnionych z suszu konopi

Fig. 1. Chromatogram of psychoactive agents obtained from dried cannabis

aparat firmy TSP/apparatus TSP
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Objasnienie do ryciny 1.

kolumna C-18/C-18 column
faza ruchoma: acetonitryl : bufor fosforanowy o pH=5 (7:3)
mobile phase: acetonitrile:phosphoric buffer pH=5 (7:3)

wzorzec A’tetrahydrokannabinolu (A*THC) RT- 9,20 min/A*THC standard
wzorzec kannabinolu (CBN) RT - 4,58/standard
wzorzec kannabidiolu (CBD) RT-~ 7,60 min/cannabidiol standard

Postacie Cannabis Sativa

21

W tabeli It zebrano wyniki badan ilosciowych A’THC w zbadanych materiatach.

Tabela Il. Wyniki badan ilosciowych Agtetrahydrokannabinolu
Table 1. Results of quantitative examination of A%tetrahydrocannabinol

Rodzaj dowodoéw rzeczowych liczebnos¢ zawartos¢ A°THC w %
Type of evidence number n ASTHC in % zakres
zmiennosci
variation range
susz roslinny w postaci catej 0,14, 0,16, 0,22, 0,38,
rosliny 13 0,40, 0,55, 0,87, 0,87, <0,14 - 5,45>
dried plants as whole plants 0,87, 0,93, 1,77, 2,80,
5,45
susz roslinny w postaci lisci 5 0,10, 0,20, 0,36, 0,55, <0,10 - 4,05>
dried plants as leaves 4,05
susz roslinny w postaci 0,10
kwiatostanow 1
dried plants as inflorescence
susz roslinny w postaci todyg 1 niewielkie ilosci
dried plants as stems small amounts
nasiona barwy oliwkowo-bezowej b.m., b.m.,, b.m., 0,01, |<b.m.-0,63>
olive - beige seeds 9 0,01, 0,03, 0,06, 0,33, Jrace”
0,63
nasiona barwy ciemnobrazowej 1 b.m. ,trace”
dark brown seeds
resztki na $ciankach woreczkow b.m., b.m.,, b.m., b.m,,
remains on bag walls b.m., b.m., ,trace”
9 niewielkie ilosci/small
amounts , 0,21, znaczne
iloSciflarge amounts
sprasowana krajanka 2,50, 2,50, 2,80, 2,90,
slices of dried plants 14 3,00, 3,00, 3,10, 3,10, {<2,50- 37,00>
3,20, 4,70, 5,20, 8,30,
12,13, 37,00
wypalone resztki substancji niewielkie ilosci
roslinnych z fajek 3 small amounts,

burnt remains of vegetal
substances from pipes

znaczne ilosci
large amounts,
2,76

razem
total

56
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Zastosowany tok postepowania analitycznego umoziiwia zadawalajace
wyosobnienie przy uzyciu metanolu substancji psychoaktywnych z roznych
postaci konopi. Uzyte metody TLC i HPLC pozwalajg w oparciu o odpowiednie
substancje wzorcowe zréznicowaé poszczegoine skiadniki i oznaczyé ilosciowo
AYTHC w roznych fragmentach roslinnych.
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